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【要旨】　ラットアキレス腱損傷モデルを用い、低出力超音波刺激を至適条件にて照射し、照射群（US群）と
非照射群（control群）に対し、アキレス腱損傷部位のH－E染色による組織学的検討、　TGF一β、　Type　I・III
collagenの免疫組織i化学的検討、　RT－PCRによるmRNAの定量化、および引っ張り試験による力学的評価を
行い両群の比較検討を行った。
　H－E染色ではUS群において早期に細胞密度の増加と線維組織の増生が認められた。　TGF一βは照射後14
日目で紡錘形細胞に広範囲にその染色性が認められ、mRNA発現は照射後2日目からUS群に増加を示し
た。Type　Icollagenは、照射後21日目に紡錘形細胞に強い染色性が認められ、　Type　III　collagenは照射後14
日目で紡錘形細胞に染色性を認めた。mRNA発現は双方とも10日目からUS群で増加を示した。力学的検
討では．照射lk　lO日でUS群の強度が強くなっていた。これらのことより低出力超音波刺激によりTGF一β
産生の寸進に伴い、Type　I・III　collagen形成を高め、腱修復に促進的に働くのではないかと考えられる。
はじめに
　電気刺激や超音波刺激による骨折の治癒促進効果
について、これまでに多種多様の研究が行われてい
る。骨に対する電気刺激としては、1953年に保田ら1）
が骨に歪みを加えると凹側が陰極に、凸側が陽極に荷
電する骨の圧電気現象の概念を唱え、電気的に仮骨形
成を促進させることを報告したのが最初である。低出
力超音波刺激（LIPUS）の骨折治療への応用は1983
年Xavier2）3）およびDuarte4）が、非常に低い出力の超
音波パルス刺激が骨癒合に対して有用であると報告
して以降、低出力超音波刺激の有効性は国内外で多く
報告されているが、軟部組織に及ぼす影響に関する報
告は比較的稀である5‘7）。
　今回我々はラットのアキレス腱損傷モデルに対し
低出力超音波を照射し、H－E染色による組織学的評
価、TGF一β、　Type　I・Ill　collagenについて、免疫染色
による免疫組織化学的評価、RT－PCR反応による
mRNA発現の評価、および力学的評価を行い、炎症
期・修復期・構築期の期間において、腱損傷の修復過
程における低出力超音波刺激の影響について検討し
た。
研究材料および方法
　1．動物実験モデル
　週齢12週から14週の雄のSDラット（126匹252
肢）を使用した。ネンブタール0．4ml／kgを腹腔内に
注入して全身麻酔を行った。無菌操作下に両アキレス
腱を直視下にて踵骨付着部より中枢0．7cmの部位で
ll号尖刃にて切離し断裂とした後、7－0ナイロン糸で
縫合した。縫合後、大腿以下にアルフェンスシーネを
用い足関節を尖足位で固定した（Fig．1）。手術直後よ
り片側に低出力超音波を照射（US群）し、対側を非
照射群（Control群）とした。照射開始後2、5、10、14、
2007年2月1日受付、2007年2月28日受理
キーワード：アキレス腱、低出力超音波刺激、TGF一β、1型コラーゲン、　III型コラーゲン
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Fig．1　SD　rat
21、28日後に屠殺し、腱損傷部を含み中枢末梢それぞ
れlcm部位の腱を切離採取した。
　実験はUS群、対照群ともそれぞれ炎症期である2
日目25肢、5日目23肢、修復期である10日目21肢、
構築期である14日目21肢、21日目18肢、28日目18
肢を使用し比較検討した。
　2．低出力超音波刺激装置
　超音波刺激装置は、リオン株式会社（Tokyo，　Japan）
製作の装置を用いた。超音波刺激装置はFunction
Generator，　Pulse　Generator，オシロスコープ、パワーア
ンプ、分配器からなり、周波数15MHz、繰り返し周
期1．O　KHz、出力30　mW／cm2、バースト幅200μsの至
適条件で1日20分間照射した。
　3．引っ張り試験装置
　引っ張り試験装置は、SHIMADZU　AUTO
GRAGH（Kyoto，　Japan）を用い、クランプ問隔3
mm、引っ張り速度3mm／minの設定で使用した。
　4．実験1：Hematoxyline一：Eosin（H－E）染色
　4％のパラホルムアルデヒド液でラットを潅流固定
した。パラフィン包埋後、4μmの連続前額断切片を作
成し、脱パラフィン後、H－E染色を行い、組織の形態
と細胞の局在を観察した。
　5．実験2：免疫組織化学染色（TGF一β、　Type　1・III
　　　collagen）および陽性細胞面積率の計測
　作成した切片をキシレンによる脱パラフィン後、3％
H20，加メタノールで組織内の内因性ペルオキシダー
ゼ活性を阻害し、1次抗体には抗TGF一β抗体、抗
Type　I　collagen抗体、抗Type　III　collagen抗体を用い、
4℃で一昼夜反応した後、2次抗体、酵素抗体を滴下、
発色試験とABC法に準じ免疫組織化学染色を行い、
ヘマトキシリンで核染色後、鏡検および200倍6視野
の観察により陽性細胞面積率を計測しUS群・Control
群の比較検討を行った。統計処理にはUnpaired　t－test
を用い、危険率5％未満を有意差有りとした。
　6．実験3：TGF一β、　Type　I・III　collagenのmRNA
　　　発現の測定
　1）　total　RNA　isolation
　RNA　isolationにはTRI－zol　Reagent（GIBCO－BRL）
を用いた。細胞をPBSで洗浄後、　TRI－zol　l．O　mlを加
えrubber　policemanで細胞を剥離し、　pipettingで細胞
を破砕後、常温にて5分間インキュベートを行った。
Chlorofbrm（KANTO　CHEMICAL　CO．）0．2　mlを加
え3分間インキュベート後、15，000rpm、4℃で15分
間遠心分離し、RNAを分離。　Isopropyl－alchol
（KANTO　CHEMICAL　CO．）0．5　mlを加え10分間イ
ンキュベート後、12，000rpm、4．Cで10分間遠心分離
し、RNAを沈殿させた。氷冷した75％Ethano1
（KANTO　CHEMICAL　CO．）1．O　mlを加え8，㎜rpm、
4℃5分間遠心分離を行い、RNA　pelletを分離した。
RNA　pelletをDEPC水に溶解し、分光光度計を用い
てtotalRNA量を算出した。
　2）RT－PCR反応
　AdvantageRT－for－PCR　Kit（CLONTECH）を用い、
totalRNA2．0μgをcDNAsynthesisに用いた。次に得ら
れた5。0μ1のcDN　A産物をLet　go　PCR　Kit（Sawady）
でPCR反応を行った。　Primerの配列はGene　bankよ
り検索した。その塩基配列は以下の通りである。TGF－
fi；（ForwardPrimer）　5－TGTACGGCAGTGGCTGA－
AC－3，　（ReversePrimer）　5－ATTCATGTTGGACAACT－
GCTC－3，　Typelcollagen；（ForwardPrimer）　5－GAAG－
ACCTATGTGGGTATAAGTC－3，　（ReversePrimer）
5－CCCTGCTTTATGCCAGCAATCA－3，　Typelllcol－
lagen；（ForwardPrimer）　5－TGCTGCCATTGCTGG－
AGTTGGAG－3，　（ReversePrimer）　5－GTTGGTCACTT－
TCACTGGTTGAC－3。　internal　controlとしての
mouseGAPDHはMaxim　Biotech　Inc，を使用した。
PCRの増幅は、　Peltier　Thermal　Cycler－200（Funakoshi
Co．）を用いて熱変性95℃　10分、アニーリング95℃
40秒、63℃40秒、72℃45秒を23cycles、伸長反応
72℃5分置条件にて行った。得られたPCR産物は2％
agarose　gel上で電気泳動を行い、ポラロイド撮影を
行った。
　7．実験4：引っ張り試験による破断強度の測定
　作成したSDラットのアキレス腱部の腱損傷部よ
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り中枢末梢それぞれlcmの部位を切離採取し、引っ
張り試験を行い破断強度を測定し、US群・Control群
と比較した。統計処理には実験2と同様に統計処理に
はUnpaired　t－testを用い、危険率5％未満を有意差有
りとした。
結 果
　1．H－E染色
　照射開始5日目では両群ともに間質の浮腫性変化
を認め、US群はcontrol群に比し紡錘形細胞が多く見
られ、10日目では間質の浮腫性変化はなくなり、紡錘
形細胞は肥大・増殖し、細胞密度はUS群（4．22±
O．24％／cm2）、　control群（2．97±0．15％／cm2）とUS群が
高くなっており、血管新生も多く観察された（Fig．　2）。
照射開始後21日目では断端部において線維組織の増
生が認められ、特にUS群では組織中のほとんどを占
めるようになった（Fig．3）。28日目では21日目と比
し線維はより密となり、US群では正常腱組織と同等
の染色性を有する組織がより形成された。
　2．TGF一β、　Type　I・III　collagenの免疫組織化学染
　　色および陽性細胞面積率の計測
　TGF一βは照射後14日目で紡錘形細胞の染色性が
control群と比較してUS群でより強く広範囲に認め
られた（Fig．4）。術後21日目では紡錘形細胞の染色性
は両群間ともに低下し、両群間に差は認められなく
なった。
　TGF一β陽性細胞面積率の経時的変化をみると、初
期より、US群がcontrol群に比し有意に高値を示し、
両 とも照射後14日目で最高値となり、28日目にか
け低下していった（Fig．5）。
　Type　I　collagenは、14日目までは両群とも明らかな
染色性を認めず、21日目で修復腱組織間の紡錘形細胞
に強い染色性が現れ、US群でより強く認められた
（Fig．　6）．
　照射開始後28日目では、陽性細胞の染色性は21日
目と比べ高くなったが、両群に明らかな差はなかっ
た。
　次にType　III　collagenは照射後14日目で紡錘形細
胞に染色性が現れ、us群でより強く認められた（Fig．
7）。21日目ではその染色性は両群ともより強くなり、
特にUS群で強い染色性を示した。28日目になると、
染色性は21日目と比較して高くなったが、両群に明
らかな差はなくなった。
　collagen陽性細胞面積率の経時的変化をみると、
Type　Iに先立ち10日目よりType　IIIは増加傾向を示
し、14日目以降でType　Iの著明な増加を認めた。双方
とも21日目までUS群が有意に高値を示したが28日
目では有意差はなくなった（Fig．8）。
　3．TGF一βおよびType　I・III　collagenのmRNA
　　測定（Fig．9）
　RT－PCRではTGF一βにおいて、　LIPUS照射開始後
2日目からUS群のmRNAの強い発現が認められた。
Type　I　collagenでは照射後10日目からUS群の強い
発現が認められ、またType　III　collagenにおいても10
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Fig．2　HE　（×200）　ten　days　after　start　of　irradiation
　　　a：　Control　group
　　　b：　US　group
　　　On　day　5，　edematous　changes　in　the　stroma　were　recognized　in　both　groups．　On　day　10，　edematous　change　in　the　stroma
　　　resolved，　the　spindle－shaped　cells　matured　and　multipljed，　and　the　celt　density　was　higher　in　the　US　group．
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Fig．3　HE（×200）　21　days　after　start　of　irradiation
　　　a：　Control　group
　　　b：　US　group
　　　The　fibrous　tissue　increased　at　the　cut　end　on　the　21S‘　day　and　occupied　most　of　the　tissues，　particularly　in　the　US　group
　Immunostaining（×400）
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Fig．4　TGF－6　（×400）　14　days　after　start　of　irradiation
　　　a：　Control　group
　　　b：　US　group
　　　The　stainability　of　the　spindle－shaped　cells　was　more　strongly　recognized　over　a　wide　range　in　the　US　group　on　day　14．
日目からUS群の強い発現を認めた。
　4．引っ張り試験による破断強度の測定（Fig．　lo）
　術後10日目ではControl群（0．161±0．032　MPa）、
US群（0．298±0．O17MPa）と有意にUS群の強度が強
まった。術後14日目以降では経時的に強度は強く
なったが両群間に有意差は認められなかった。
考 察
　超音波は従来、診断領域あるいは理学療法の領域で
頻用されてきた8）。手術や治療に用いられる場合は、組
織を加熱する為に0．2－100W／cm2の出力で用いられ、
診断に用いる場合は、周波数については音の吸収、浸
透、分解を考慮して0．8－15．O　MHzの範囲で、また出力
については組織の加熱を避ける為に0．5－50mW／
cm29）の範囲で用いられている。1983年にXavierと
Duarte2）によって30　mW／cm2という低出力の超音波
刺激が骨折治癒過程を促進し、70％の症例に有効で
あったと報告されて以来、欧米を中心に骨折治癒期間
を短縮するという報告がなされた。わが国でも1998
年より遷延骨折、偽関節などの難治骨折に対する超音
波の適応が認可されているが、未だ、詳細な作用機序
は解明されていない。
　腱の修復に関する研究は、アキレス腱などを用いた
実験が主になされており、腱自体には修復能力はな
く 周囲の肉芽組織によって修復されると考えられて
いたがその後、数多くの実験で腱自体に修復能力があ
ることが報告されてきた10）11）。
　腱は主に膠原線維からなる強靭な線維組織であり、
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Fig．5　lmmunohistochemical　analysis　of　TGF－fi
　　　Regarding　the　temporal　change　in　the　ratio　or　the　area　occupied　by　TGF－B　positive　cell　area，　the　US　group　showed　a
　　　significantly　higher　value　from　the　early　phase，　both　groups　marked　the　highest　value　on　the　14th　day　and　lowered　towards
　　　the　28‘h　day．
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Fig．6　Type　1　collagen　（×400）　21days　after　start　of　irradiation
　　　a：　Control　group
　　　b：　US　group
　　　Regarding　Type　1　collagen，　strong　stainability　appeared　in　the　spindle－shaped　cells　in　the　repaired　tendon　tissues　on　day
　　　21，　and　was　more　strongly　recognized　in　the　US　group．
その修復の主体をなす線維芽細胞の増殖を促進し、早
期に膠原線維を出現させることが、腱修復過程の促進
につながると考えられる。
　腱損傷の修復には線維芽細胞など多くの細胞とサ
イトカインが関与しており、損傷によって組織の連続
性が断たれるとこれを補填し、機能を回復する。この
過程は、炎症期・修復期・構築期の3つに分けること
ができる。
　TGF一βは組織損傷部の血小板、線維芽細胞、　Tリン
パ球、macrophage、血管内皮細胞などから放出される。
TGF一βの生体内での機能は多岐にわたるが、そのう
ち線維化や血管新生に対する促進作用が組織形成に
深く関わっていると考えられる。また、TGF一βは
Type　I　collagen、　Type　III　collagenなどの細胞外マト
（5）
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Type　III　collagen　（×400）　14　days　after　start　of　irradiation
a：　Control　group
b：　US　group
Regarding　Type　III　collagen，　the　stainability　appeared　in　the　spindle－shaped　cells　on　the　14th，　and　was　more　strongly
recognized　in　the　US　group．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Unpaired　t－test）
Fig．8　lmmunohistochemical　analysis　of　Type　1／III　collagens
　　　　The　US　group　i　ncreased　with　respect　to　the　control　group　from　day　10　for　Type　III　collagen，　and　the　US　group
　　　　significantly　increased　with　respect　to　the　control　group　from　day　14　for　Type　I　and　III　collagen．　The　US　group　showed
　　　　significantly　higher　values　up　to　the　21St　day　for　both　collagens，　but　no　significant　difference　was　found　with　respect　to
　　　　the　control　group　on　the　28‘h　day．
リクス構成基質タンパク質の産生を促進する。またイ
ンテグリンも誘導され、細胞とECMの接着性を充進
ずることが報告されている12）。Type　l　collagenは腱、骨
など力学的強度を有する組織に多く含まれ、生体の
collagenのうち90％を占める。腱組織のほとんどは
Type　I　collagenで構成される。主に支持機能を司り、
結合織、骨、腱の形成に関与する。また、Type　III
collagenはType　Iより細い線維や肉芽の形成、更には
（6）
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Ilig．10　Measurement　of　rupture　resistance
　　　　　The　rupture　resistance　of　the　US　group　was　significantly　stronger　on　the　10th　day．　The　rupture　resistance　became
　　　　　temporarily　stronger　after　day　14，　but　no　significant　difference　was　found　between　the　gro　ups
血管壁の形成に関与し、組織に弾力性を与える。
　Leofら13）は、　TGF一βが細胞の増殖を促進する機序
について、まずTGF一βが標的細胞に働きかけ、細胞外
マトリクス、collagenや増殖因子を産生、その刺激を
受け線維芽細胞などが増殖すると述べている。
　TGF一βの創傷治癒過程における作用について
（7）
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Joyceら14）は損傷部において血小板などからTGF一β
が放出され、斑葉系細胞の分裂促進に関与しているで
あろうと考察している。また、collagenの作用につい
てAmielら15）は、創傷治癒の初期にはType　III　col－
lagenが間葉系の組織から作られ、その後成熟した線
維芽細胞が出現し、Type　Iと共に存在するが、　Type　I
に先立ち発現し、含有量は組織の成長と共に減少する
と述べている。
　本研究においてもcollagenの発現に先立ちTGF一β
が14日目で最大量となり、続いてType　III　collagen、
Type　I　collagenの発現を認め、これらの報告と同様の
結果が得られていた。また染色性は修復腱組織間の細
胞中に多く認められたことから、腱損傷の修復過程に
おいてもTGF一βは組織の損傷を認識する部分、すな
わち腱を修復する早期の部分に強く関わっているも
のと考えられた。また、これら一連の過程はLIPUS照
射で変化が増幅されることが確認された。
　共著者の朝日ら5）はラット腱損傷モデルを作成し、
低出力超音波刺激を照射、その影響ついて検討し、修
復期においてLIPUS照射群が非照射群に比しb－
FGF、　PDGF産生を促進することによって線維芽細
胞の増殖をさせ、血管新生を促したと報告しており、
低出力超音波刺激によってTGF一β産生の充進に伴い
Type　I・HI　collagenの形成を高め、　b－FGF、　PDGFに
刺激された新生血管壁の増生に作用し、腱修復に促進
的に働くのではないかと考えられた。
　また、Wooら16）は、　collagen代謝の充進は、負荷に
よる腱の微小損傷が修復される為に起こる、すなわち
collagenの代謝が充進ずることにより腱の強度は増加
すると述べている。本研究においても術後早期の段階
でLIPUS照射によって、腱強度が増強しており、腱の
ような軟部組織はHPUS照射によるメカニカルスト
レスに応じてTGF一β産生充進により、　Type　I　col－
lagen、　Type　III　collagen形成を高め、　b－FGF、　PDGF
に刺激された新生血管壁の増生に作用し、線維芽細胞
の増殖が促進されることによって腱のリモデリング
が活性化され、力学的特性が促進しているのではない
かと考えられた。
　本研究の結果は、低出力超音波刺激の作用機序解明
に繋がるとともに、遷延治癒骨折や偽関節などの骨に
対する用途だけでなく、アキレス腱断裂などの軟部組
織損傷に対する修復効果を確認することができた。
　実際の臨床の場において、腱損傷に対する保存的療
法、早期リハビリ、再断裂の軽減など早期の運動機能
復帰の為の一助となり得ると考えられる。
　（倫理面への配慮）
　東京医科大学動物実験倫理委員会の規定に基づき、
実験を施行した。　　　　　　　　・
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Treatment　effect　of　low－intensity　ultrasound　stimulation
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　on　Achilles　tendon　injury
Takeshi　IWASAKIi），　Toshinori　MASAOKAi），　Seiya　ASAHIi），
　　　　　　　　　　Eiichi　FUKADA2），　Kengo　YAMAMOTOi）
　　　　　’）Department　of　Orthopedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　　　　　　2）Kobayashi　lnstitute　of　Physical　Research
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract
　　　　Low　intensity　pulsed　ultrasound　is　widely　used　for　the　treatment　of　pseudoarthrosis　and　delayed　union　of　fractures，　but
details　concerning　the　action　mechanism　are　unknown．　We　used　a　rat　Achilles　tendon　injury　model　and　irradiated　low
intensity　pulsed　ultrasound　（LIPUS）　under　optimal　conditions．
　　　We　histologically　examined　the　inj　ured　site　of　the　Achilles　tendon，　immunohistochemically　evaluated　TGF－6　and　Type
I／III　collagen，　quantified　mRNA　by　RT－PCR，　and　performed　dynamic　evaluation　by　tensile　strength　test　with　respect　to　the
LIPUS　irradiated　group　（US　side）　and　the　non－irradiated　group　（control　side）．　We　then　compared　and　reviewed　the　results
for　both　groups．
　　　In　H－E　staining，　increase　in　cell　density　and　fibrous　tissue　was　recognized　at　an　earlier　stage　and　stainability　of　about　the
same　degree　as　the　normal　tendon　tissue　was　recognized　on　the　28th　day　on　the　US　side．　With　respect　to　TGF－6，　stainability
was　recognized　over　a　wide　range　in　spindle－shaped　cells　of　the　US　side　on　the　14th　day　after　the　start　of　irradiation　and　the
mRNA　expression　increased　from　the　second　day　after　the　start　of　irradiation．　Furthermore，　with　respect　to　Type　1　collagen
and　Type　III　collagen，　strong　stainability　was　recognized　in　the　spindle－shaped　cells　of　the　US　side　on　the　14th　day　and　on
the　21St　day　after　the　start　of　irradiation，　respectively，　and　the　mRNA　expression　increased　from　day　10　for　both　Type　1　and
Type　III　collagen．　On　dynamic　evaluation，　the　resistance　to　tensile　force　of　the　US　side　had　increased　in　at　10　days　after　the
operatlon．
　　　Low　intensity　pulsed　ultrasound　seems　to　enhance　the　fbrmation　of　Type　I／III　coIlagen　with　increase　in　TGB一βproduction，
and　contribute　to　the　acceleration　of　tendon　repair．
〈Key　vvords＞　Achilles　tendon，　LIPUS，　TGF－6，　Type　1　collagen，　Type　III　collagen
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